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Procede de selection ou d'obtention de plantes reslstantes aux potyvirus et sequences 

« marquant » ou « conferant » cette resistance 
La presente invention conceme un procede de selection ou d'obtention de plantes 
resistantes aux potyvirus. Le proced£ est particulierement applicable aux plantes de la 
5 famille des solanac£es, des cucurbitacees, des cruciteres et des composecs. L'invention 
comprend egalement les sequences permettant de conferer la resistance aux potyvirus 
et/ou de marquer les genes de resistance ou de sensibility a ces potyvirus. 

Le groupe des potyvirus dont le membre type est le virus Y de la pomme de terre ou PVY 
10 pour Potato Virus Y est le groupe de virus vegetaux le plus important En effet, les 
potyvirus sont capables d'infecter plus de 30 families de plantes actuellement recensees. 
Ce groupe comprend au moins 180 membres ce qui correspond au tiers des virus de 
plantes actuellement connus. 

La transmission des potyvirus est realisee par les pucerons (par exemple, Myzus persicae) 
15 selon le mode non-persistant. Les symptomes causes par les potyvirus sont des anomalies 
de coloration des feuillcs (mosaiques, jaunissement des nervures), des deformations des 
feuilles, des necroses nervaires pouvant conduire a la necrose de la plante entiere, et des 
reductions importantes de la taille de la plante malade influant fortement sur la 
productivite. 

20 Les solanacees, cucurbitacees, cruciteres ct composees sont particulierement sensibles aux 
potyvirus. Les solanacees et plus particulierement la tomate et le piment (ou poivron) sont 
infectees par au moins sept potyvirus distincts a travers le monde : le virus Y de la pomme 
de terre (PVY) est present sur 1'ensemble des zones de culture alors que les autres sont 
cantonnes a un continent (Tobacco Etch virus, Pepper Mottle Virus et Perou Tomato Virus 

25 sur le continent americain, Pepper Veinal Mottle Virus et Potyvirus E en Afrique, et Chili 
Veinal Mottle Virus en Asie). Cette compartimentation n'est cependant plus absolue, 
plusieurs potyvirus ayant ete identifies hors de leur zone d'origine. En France, et plus 
generalement dans le bassin mediterraneen, le potyvirus predominant est le PVY. 
Apparues dans les annees 70, les ^pidemies de PVY se sont developpees dans les cultures 

30 de plein champ puis dans les cultures sous abris oil ont ete mis en evidence, a partir de 
1982, de nouveaux isolats de PVY causant des symptomes de necrose particulierement 
graves sur la tomate (Gebre-Selassie et al., 1987). Pour certains de ces potyvirus, il est 
possible de classer les isolats selon leur aptitude a contoumer des alleles de resistance. 
Cest le cas du PVY vis-a-vis du gene pvr2 chez le piment, seul gene de resistance utilise 

35 de longue date par les sdlectionneurs mais contourne dans les zones du pourtour 
mediterraneen et dans les zones tropicales. Malgri la predominance du PVY en France, 
l'intemationalisation du marche de la semence rend n^cessaire l'utilisation de genes 
controlant la resistance a ces differents potyvirus par les selectionneurs qui vendent leurs 



semences a 1'etranger. Plus generalement, considerant l'importance economique des 
infections par potyvirus et l'absence de moyens directs de lutte contre ce type d'infection, 
la recherche de varietes vegetales resistantes constitue un des axes principaux de 
l'amelioration des plantes. 

5 

Les potyvirus ont une structure filamenteuse non-enveloppee (Langenberg et Zhang, 
1997) de 680 a 900 nm de long et de 11 a 15 nm de large (Dougherty et Carrington, 1988 ; 
Riechmann et al., 1992). Le genome viral est constitu£ d'un ARM simple brin sens d'une 
longueur approximative de 10 kb. L'ARN simple brin possede a son extremity 3' une 

10 queue poly A et se lie en 5' a une proteine virale appelee VPg (Murphy et al., 1990, 
Takahashi et al., 1997). L'ARN viral code pour 10 proteines impliquees dans le clivage 
des polyproteines, la replication du genome, le mouvement de cellule-a-cellule et le 
mouvement longue distance, la transmission par pucerons... La lutte contre les virus n'est 
realisable qu'indirectement. En effet, i! est seulement possible d'eliminer le vecteur de la 

15 maladie (les pucerons dans ce cas) ou de cultiver des varietes resistantes a l'infection 
virale et/ou aux vecteurs. 

Face a une agression par un pathogene (virus, bacteries, champignons ou nematodes), la 
plante possede plusieurs strategies pour se defendre ou resister a 1'infection. 
20 Parmi les strategies de defense, la plante peut mettre en place : 

- des systeraes de defense mecaniques en elaborant et en renforcant des barrieres 
physiques constituees d'une cuticule epaisse sur les feuilles et/ou d'un depdt de 
callose ou de lignines sur les parois cellulaires. Ainsi, 1'entree et le mouvement 
des pathogenes dans la plante est rendue plus difficile. 
25 - des systemes de defense cbimiques ou biochirniques en synth6tisant des 

composes toxiques comme par exemple, les tanins, les phytoalexines et 
difKrents complexes prot&ques. 

Parmi les strategies de resistance, on distingue la resistance non-hote (lorsque toutes les 
30 entites d'une espece sont resistantes £ un pathogene donne) de la resistance h6te Oorsque 
au moins une entire de I'espece est sensible a une souche de 1'agent pathogene). 
La resistance hote, la plus connue i ce jour et la mieux caracterisie, est celle faisant 
intervenir un gene majeur, dominant. Lorsque le gene majeur se trouve en presence d'un 
gene specifique d'avirulence de 1'agent pathogene, 1' incompatibility entre la plante et le 
35 pathogene est mise en place et la plante est resistante. Cette interaction, decrite par Flor 
(1955) est ^galement appelee "modele gene-a-gene" et est tres souvent associee a une 
necrose localises du tissu vegetal au site d'infection (reaction dTiypersensibilite). 
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Bien qu'assez largement repandu, ce modele "gene-a-gene" n'est pas universel oar certains 
systemes de resistance decrits ne fonctionnent pas selon ce modele, les differences 
residant notamment dans le mode d'action du gene de resistance. II existe des genes 
recessifs, superdominants ou exercant une dominance incomplete. Phisieurs genes 
5 d'avirulence peuvent interagir avec un meme gene de resistance. De nombreuses 
resistances sont egalement polygeniques, plusieurs genes presents dans la plante sont alors 
impliques dans la resistance, chacun d'eux ayant un efiet de protection partielle et pouvant 
controler des mecanismes differents. 

10 A ce jour, de nombreux genes dominants suivant le modele "gene-a-gene" ont ete clones, 
lis possedent des structures geniques apparentees bien qu'ils agissent contre des agents 
pathogenes varies (virus, champignons, bacteries, insectes, nematodes). La presence de 
domaines conserves a permis de definir 4 grandes classes (Hammond-Kosack et Jones, 
1997) de genes dominants. 

15 

Singulierement, on estime que 40% des resistances aux potyvirus sont recessives alors que 
dans les autres groupes viraux, cette proportion n'atteint que 20% en moyenne. Fraser 
(1992) a emis l'hypothese que les resistances recessives sentient differentes des resistances 
dominantes de type "gene-a-gene" et resulteraient d'un deficit ou d'une alteration 
20 specifique du produit d'un gene de rhote necessaire a l'accomplissement du cycle viral 
dans la plante. Les alleles dominants de sensibilite correspondraient done a la disponibilite 
de ce produit implique dans les interactions plante/pathogene. 

La proteine VPg des potyvirus joue un r61e preponderant dans la replication des potyvirus, 
25 en interagissant avec un composant cellulaire necessaire & la replication, ce qui induit un 
contournement des resistances recessives. Cela n'exclut pas que d'autres genes viraux 
puissent egalement intervenir. Ceci a ete montre chez les couples TVMV/Nicotiana 
tabacum (gene v<z), PVY/tomate (gene pot- J), LMV/Laitue (gene moJ) et PSbMV/pois 
(gene sbml), (Keller et al, 1998, Morel, 2001, Redondo, 2001, Nicolas et al., 1997). 

30 

Par ailleurs, Wittman et al. (1997) ont montre qu'une isoforme du facteur d'initiation de la 
traduction eucaryotique eIF4E d'Arabidospsis thaliana interagit avec la proteine virale 
VPg du virus de la mosalque du navet (TuMV). Cette meme interaction a et6 detectee 
entre la VPg du TEV et le eIF4E de tabac et de tomate (Schaad et al., 2000). 

35 

Le gene eIF4E code pour un facteur eucaryotique d'initiation de la traduction des ARN. 
Le facteur de traduction eIF4E se fixe a la coiffe des ARNm au niveau des m 7 G. eIF4E 
correspond k une des sous-unites du facteur de traduction eIF4F (chez le germe de ble, il 
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correspond a la sous-unite p26). La structure de eIF4E se caracterise par une region riche 
en residus tryptophane (10 chez Arabidopsis thaliana, 11 chez le ble et 12 chez les 
mammiferes). Ces residus tryptophane seraient impliques dans la liaison au groupe 
fonctionnel m 7 G (Rudd, K . et al., 1998). Le facteur de traduction eIF4E est code par une 
5 famille multigenique. Par exemple chez Arabidopsis thaliana, 4 copies de eIF4E ont ete 
identifies (Rodriguez et al., 1998, Robaglia et coll., com. pers.). Ces copies presentent, 
deux a deux, entre 44 et 82% d'identite. 

Tous ces travaux font etat de la correlation entre l'interaction eIF4E I VPg et la sensibility 
10 de la plante aux potyvirus; mais aucun ne souligne ni meme ne suggere que cette 
interaction pourrait conduire a une resistance. Au contraire, il est meme indique dans 
Schaad et al., 2000 que l'interaction VPg / eIF4E ne joue pas de role dans la resistance, 
car les determinants genetiques de l'interaction VPg / eIF4E sont distincts de ceux 
permettant aux potyvirus (via la VPg ) de contourner la resistance. 

15 

II est done du mdritc des inventeurs, dans un tel ctat de la technique, d'avoir mis en 
evidence des proteines elF 4E particulieres, ainsi que les genes correspondants, d'au moins 
deux types : 

• un premier type determinant une resistance recessive de leurs plantes hotes aux 
20 potyvirus, 

« et un deuxieme type determinant une sensibility dominante de leurs plantes hotes aux 
potyvirus. 

Partant de la, les inventeurs ont pourtant pu elaborer des outils gendtiques (ou apparentes) 
25 de criblage etyou d'obtention de plantes sauvages ou mutantes, resistantes ou sensibles aux 
potyvirus. 

D'ou il s'ensuit que 1'invention concerne tout d'abord un precede de selection de plantes 
resistantes aux potyvirus caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a mettre en oeuvre 
30 au moins un moyen de selection choisi dans le groupe des outils genetiques (ou 
apparentes) comprenant : 

• A / tout ou partie d'une au moins des sequences s<51ectionnees dans le 
sous-groupe comportant : 

- SEQIDN" 1, 
35 - SEQIDN°2, 

- SEQrDN°3et4, 

tout analogue de ces sequences resultant de la degenerescence du 
code gen£tique, 
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toute sequence d'ADNc complementaire d'au moins l"une de ces 
sequences et/ou d'au moins un de leurs analogues; 

• B / tout ou partie d'un au moins des produits de transcription des 
sequences A ; 

5 • C / tout ou partie d'un au moins des produits de traduction des sequences 

• D / tout ou partie d'au moins un anticorps specifique d'au moins un 
produit de traduction de C/; 

• E/et toute association des outils AJ3.C.D. 

10 

II est fait reference dans le present expose aux sequences SEQ ID N° 1 a 4 supra et a des 
sequences SEQ ID N° 1 a 20 infra. Toutes sont donnees dans la liste de sequences ci- 

15 De preference, les moyens de selection sont selectionnes parmi les sous-groupes d'outils 
Al et/ou B/, et plus pref6renticllement encore parmi le sous-groupe d'outils A/. 

Par ce reperage simple, aise et fiable de plantes resistantes ou sensibles aux potyvirus, les 
inventeurs ont ainsi mis au point un nouveau procede s'appuyant sur l'utilisation de 
20 sequences correspondant au gene eIF4E. 

DESCRIPTION DETAILLEE 

Le procede objet de l'invention s'applique particulierement aux solanacees, cucurbitacees, 
25 cruciferes et composes et plus precisement aux plantes des genres Lycopersicon, 
Capsicum, Nicotiana, Solatium, Lactuca, Cucumis, Arabidopsis etc. ... 

Les potyvirus concernes sont, par exemple, le virus Y de la pomme de terre (PVY), au 
virus de la gravure du tabac (TEV) et/ou au virus de la mosaique de la laitue (LMV), et/ou 
30 au virus de la mosaique jaune de la courgette (ZYMV) et/ou au virus de la mosaique du 
navet (TuMV). 

Pour tnettre en osuvre le procede selon l'invention, on utilise des sequences nucleotidiques 
et/ou des sequences peptidiques ou des enzymes de restriction en tant que reperes, sondes 
35 ou amorces, pour selectionner des plantes resistantes ou sensibles aux potyvirus. 

On entend par « amorce » au sens de la presente invention toute sequence 
polynucleotidique permettant d'amplifier specifiquement et uniquement une sequence co- 
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segregeant systimatiquement avec l'allele de resistance de la plante aux potyvirus obtenue 
a partir de toute ou partie des sequences, objet de l'invention. 

On entend par «sonde» au sens de la presente invention toute sequence polynucleotidique, 
voire polypeptidique, s'hybridant specifiquement et uniquement avec une sequence co- 
5 segregeant systematiquement avec l'allele de resistance de la plante aux potyvirus obtenue 
a partir de toute ou partie des sequences, objet de l'invention. 

Ces sondes et ces amorces peuvent etre employees comme marqueurs specifiques des 
plantes resistantes/sensibles aux potyvirus. 

10 Conformement a l'invention, on est en mesure de faire le tri entre les plantes sensibles et 
les plantes resistantes aux potyvirus au moyen des outils genetiques (ou apparentes) (A) a 
(E), voire d'enzymes de restriction specifiques. Ces demieres seront decrites infra. 

Les sequences (A) nucleotidiques SEQ ID N° 1 a 4 correspondent au gene eIF4E codant 
15 pour un facteur eucaryotique d'initiation de la traduction des ARN. 

La SEQ ID N° 4 correspond a un allele recessif eIF4E de resistance a un potyvirus, tandis 
que SEQ ID N° 1 a 3 represente phuot un allele dominant eIF4E de sensibilite a un 
potyvirus. 

20 Ha done ete decouvert conformement a l'invention des moyens de selection ou reperes 
gen6tiques de resistance ou de sensibility aux potyvirus. 

Le precede de selection suivant l'invention peut faire intervenir separement ou ensemble 
les deux types de moyens de selection ou reperes. 

25 Par exemple, SEQ ID N° 1 et 2 peuvent provenir respectivement de tabac et de tomate et 
SEQ ID N° 3 & 4 de piment. 

Naturellement, l'invention englobe egalement tous les equivalents a ces sequences (A) 
nucleotidiques SEQ ID N° 1 a 4, qui conservent la fonction repere genetique eIF4E de 

30 sensibi lite/resistance aux potyvirus propres aux sequences de reference. 

Pour ce qui conceme les ADN, il s'agit notamment des analogues de degenerescence 
genetique et des sequences d'ADNc complementaires des sequences de reference. 
Les equivalents polynucleotidiques des sequences (A) de reference se trouvent egalement 
parmi leurs produits (ARN) de transcription (B) . 

35 Les proteines (C) issues de (A) et de (B) constituent d'autres reperes intracellulaires 
permettant la selection de plantes resistantes ou sensibles aux potyvirus. 
Outre les cibles (A), (B), (C), les moyens de selection de l'invention peuvent aussi etre des 
sondes nucleotidiques aptes a sliybrider avec des cibles nucleotidiques (A) et (B) 
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complementaires, ou bien encore des sondes prot&ques (anticorps D) aptes a s'apparier 
avec des cibles antigeniques (C) specifiques. 

II est envisageable de combiner tous ces moyens equivalents (A), (B), (C) & (D) pour 
former un outil de selection (E). 

5 

Les moyens selon l'invention couvrent egalement tout fragment des sequences (A), (B), 
(C)&(D). 

Par "fragment" on entend, selon l'invention: 

- soit un polynucleotide d'au moins 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 400, 500 nucleotides 
10 contigus de la sequence de reference, 

- soit un polyaminoacide d'au moins 3, 6, 10, 15, 30, 60, 100, 150, 200 aminoacides 
contigus de la sequence de reference. De preference, ces fragments conservent la 
fonction de la sequence de reference. 

15 Selon une modalitd avantageuse de l'invention, le procede est caractdrise en ce que 

• on met en presence au moins une sonde comprenant au moins l'un des outils 
A,B,C,D,E selon la revendication 1 et/ou au moins une enzyme de restriction, 
avec au moins un extrait genomique et/ou proteique d'une plante a tester, 

• on soumet ledit extrait genomique et/ou proteique, eventuellement apparie et/ou 
20 hybride et/ou diger<5, a au moins une separation, 

• on revele les eventuels appariements et/ou hybridations et/ou digestions 
susceptibles de se produire, 

• et on procede a la lecture des resultats pour conclure finalement sur la presence 
ou l'absence d'un allele de resistance ipvr2 : ) ou d'un allele de sensibility (pw + ) a 

25 au moins un potyvirus. 

Ce procede s'inscrit dans le cadre des methodologies connues dans le domaine de la 
detection et de la reconnaissance de caracteristiques genetiques de vegdtaux. 

30 Selon un premier mode de mise en osuvre du procede, dans lequel le principe de selection 
est fonde sur l'affinite des cibles pour une ou plusieurs enzymes de restriction specifiques, 
le procede peut repondre a la methodologie suivante: 

- on met en oeuvre I'ADN des plantes a £tudier, 

- on amplifie par PCR cet ADN, de preference a l'aide des amorces 
35 SEQIDN°17et/oul8, 

- on digere cet ADN avec une enzyme de restriction appropriee, de 
preference au moyen de l'enzyme telle que d6finie infra, 

on separe les eventuels fragments obtenus, 
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et on sefectionne les plantes resistantes ou sensibles selon lew 
profil de restriction. 

L'ADN vise dans ce premier mode de mise en eeuvre peut Stre soit de l'ADN total, soit de 
5 l'ADNc, de preference de l'ADN total. 

II va sans dire que les techniques de PCR, digestion enzymatique ou autre southern blot 
qui peuvent etre ici utilisees, sont totalement a la portde de l'homme du metier. 

Selon un deuxieme mode de mise en eeuvre du precede, correspondant au cas ou le mode 
10 de selection est lTiybridation de sequences nucldotidiques complementaires, le proc&le 
consiste de preference a : 

- a extraire l'ADN des plantes, 

a soumettre eventuellement cet ADN a une digestion enzymatique a 1'aide 
d'au moins une enzyme de restriction, 
15 - a ddnaturer l'ADN eventuellement digere, 

- a mettre en presence l'ADN ainsi denature^ avec la sonde elle-m6me 
prealablement denaturee et dotee d'au moins un marqueur, de &con a 
realiser lTiybridation, 

- a elirainer l'ADN et la sonde non hybridee, 
20 - a reveler 1'hybridation a l'aide du marqueur, 

- et a selectionner des plantes qui possedent un profil d'hybridation 
correspondant a la co-segregation de la cible hybridee avec la sonde 
marquee et de l'allele de resistance ou de sensibilite, la distinction entre les 
plantes sensibles et les plantes resistantes se faisant, de preference, par la 

25 difference de taille des fragments hybrides. 

L'ADN vise dans ce deuxieme mode de mise en oeuvre peut etre soit de l'ADN total, soit 
de l'ADNc, de preference de l'ADN total. 

Dans le cas ou la sonde employee est specifique de l'allele de sensibilite aux potyvirus, la 
30 mise en evidence de la caracteristique de resistance recherchee, se fait selon des 
techniques connues de contraste. 

LTiybridation des molecules simple brin de la sonde et de la cible est effectuee dans des 
conditions plus ou moins stringentes. De preference, les conditions d'hybridation 
stringentes permettant une hybridation selective sont bien connues de l'homme du metier. 
35 En general la temperature d'hybridation et de lavage est inferieure d'au moins 5°C au Tm 
de la sequence de reference a un pH donne et pour une force ionique donnee. Typiquement 
la temperature d'hybridation est d'au moins 30°C pour un polynucleotide de 15 a 50 
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nucleotides et d'au moins 60°C pour un polynucleotide de plus de 50 nucleotides- Voir 
notamment protocole de 1'exemple 2 ci-apres. 

Avec une sonde marquee par exemple a l'aide d"un element radioactif, tel que le 32 P,ou 
d'une enzyme greffee, telle que la peroxydase, lTrybridation est aisement reveJee 
5 qualitativement et quantitativement. 

Selon un troisieme mode de mise en oeuvre (parmi d'autres) du precede selon l'invention, 
correspondant au cas oil le mode de selection est 1'appariement anticorps/antigene, le 
procede consiste, de preference, a detecter la presence d'un polypeptide en partie constitue 
10 de tout ou partie d'une des sequences d'acides amines decrites ci-dessous et incluses dans 
l'invention. Le procede peut consister a mettre en contact l'echantillon a tester avec un 
anticorps tel que decrit ci-dessus puis a d&ecter le complexe antigene / anticorps form6. 

Quel que soit le mode de selection, le procede de selection selon l'invention est fiable et 
15 sensible. 

Selon un autre de ses aspects, l'invention conceme une sequence nucleotidique 
caracterisce en ce qu'elle est decrite par une sequence choisie dans le groupe comprenant 
tout ou partie des sequences suivantes: 
20 ♦ SEQIDNM 

♦ SEQ ID N° 2 

♦ SEQ ID N° 3 

♦ SEQIDN°4 

♦ SEQ ID N° 17 
25 ♦ SEQ ID N° 18. 

La sequence nucleotidique SEQ ID N°l est une sequence d' ADNc obtenue a partir l'ADN 
de tabac et correspondant au gene eIF4E de tabac qui comporte 669 paires de bases, dont 
666 codent pour une proteine de 222 acides amines. 
30 La sequence nucleotidique SEQ ID N" 2 est une sequence connue d'ADN de tomate, dont 
le numero d'accession est AF 259801 dans Genbank. 

Les sequences SEQ ID N° 3 et 4 sont des sequences d'ADN codames comprenant chacune 
5 exons et obtenues a partir d'ADN de piment {Capsicum annuum), varietes Yolo Wonder 
et Yolo Y respectivement. Ces sequences sont consumes de 5 exons couverts par 
35 l'invention dans leur ensemble ou individuellement. 



II est egalement question d'amorces dans le cadre de l'invention. 
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On distingue, de premiere part, les amorces d'amplification constitutes par les sequences- 
amorces nucleotidiques SEQ ID n° 17 & 18, de deuxieme part, les amorces de clonage 
SEQ ID N° 9 a 16, et, de troisieme part, les amorces de criblage de banque BAC 
constituees par les sequences nucleotidiques SEQ ID n° 19 & 20. 

5 

Les SEQ ID NO 17 & 18 sont des amorces issues de la sequence codante de eIF4E du 
piment Yolo Wonder, permettant uotamment par amplification PCR puis par digestion 
enzymatique, des sequences nucleotidiques porteuses la detection des alleles de resistance 
pvr2 et de sensibilite pvr r aux potyvirus. 
10 Les amorces de clonage SEQ ID N° 9 & 10 degenerees et les SEQ ID N° 11 a 16 non 
degenerees, ont Hi defmies sur un alignement des sequences de eIF4E de tabac, tomate et 
Arabidopsis et utilisees pour la synthese (RACE) de sondes ADNc de detection SeIF4E 
dans le genome de tomate et de piment 

les amorces SEQ ID N° 19 & 20 de criblage de banque BAC sont non degenerees 
15 Ces amorces SEQ ID N c 9 a 16, 19 & 20 pourraient eventuellement etre utilisees 
directement ou indirectement (construction d'outils de selection) dans la detection de 
caracteristiques de resistance ou de sensibilite aux potyvirus. 

Toutes les sequences similaires a tout ou partie de ces sequences SEQ ID N" 1 a 20, c'est a 
20 dire presentant une ou plusieurs modifications dc sequence par rapport aux sequences de 
reference SEQ ID N° 1 a 20, font partie integrante de l'invention. Les modifications qui 
distinguent ces sequences similaires des sequences de reference peuvent etre des deletions, 
des additions ou des substitutions d'un ou plusieurs nucleotides de la sequence de 
reference. De maniere avantageuse, le pourcentage de similarity est d'au moins 50 %, 
25 mieux d'au moins 60%, encore mieux d'au moins 70%, plus specialement d'au moins 
80%, encore plus specialement d'au moins 90%, et de preference d'au moins 95% et plus 
preferentiellement d'au moins 98% par rapport a la sequence de reference. 

Les methodes de mesure de la similarite entre les sequences d'acides nucleiques sont bien 
30 connues de Phomme du metier. On peut employer par exemple les programmes PILEUP 
ou BLAST (notamment Altschul et at., 1993; Altschul et al., 1990). 
Une "sequence similaire" peut egalement se definir par sa capacite d'hybridation 
selective a la sequence de reference en i'occurrence SEQ ID N° 1 a 20. Ainsi, l'invention 
comprend egalement les sequences qui s'hybrident avec la sequence de reference a un 
35 niveau superieur significatif par rapport au bruit de fond. Le niveau du signal g6nere par 
1'interaction entre la sequence capable de sliybrider de maniere selective et les sequences 
de reference est generalement 10 fois, de preference 100 fois plus intense que celui de 
1'interaction des autres sequences d'ADN generant le bruit de fond. 
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Les conditions d'hybridation stringentes permettant une hybridation selective sont bien 
connues de Ifiomme du metier. En general la temperature d'hybridation et de lavage est 
inferieure d'au moins 5°C au Tm de la sequence de reference a un pH donne et pour une 
force ionique donnee. Typiquement la temperature d'hybridation est d'au moins 30°C pour 
5 un polynucldotide de 15 a 50 nucleotides et d'au moins 60°C pour un polynucleotide de 
plus de 50 nucleotides. L'exemple 2 ci-apres developpe plus precisement le protocole 
d'hybridation utilisee par les inventeurs. 

S'agissant des sequences codantes d'ADN, en particulier SEQ ID N° 3 & 4, la presente 
10 invention vise egalement tout fragment de ces sequences et notamment les exons et les 
introns. 

La presente invention couvre egalement les produits de traduction des sequences 
nucleotidiques SEQ ID N° 1,3 & 4, a savoir les sequences d'acides amines choisies dans le 
15 groupe comprenant tout ou partie des sequences suivantes: 

♦ SEQ ID N° 5 

♦ SEQ ID N° 6 

♦ SEQ ID N° 7 

♦ SEQ ID N° 8. 

20 

Toutes les sequences similaires a ces sequences SEQ ID N° 5, 7 & 8, c'est a dire 
presentant unc ou plusieurs modifications de sequence par rapport aux sequences de 
reference SEQ ID N° 5, 7 & 8, font partie integrante de l'invention. Les modifications qui 
distinguent ces sequences similaires des sequences de reference peuvent etre des deletions, 

25 des additions ou des substitutions d'un ou plusieurs acides amines de la sequence de 
reference, De maniere avantageuse, le pourcentage de similarite est d'au moins 40%, d'au 
moins 50%, d'au moins 60%, d'au moins 70%, d'au moins 80%, d'au moins 90%, de 
preference d'au moins 95% et plus preferentiellement encore d'au moins 98% par rapport a 
la sequence de reference A/. 

30 Les methodes de mesure de la similarite entre les sequences d'acides amines sont bien 
connues de lliomme du metier. On peut employer par exemple les programmes 
CLUSTALW ou ALIGNP (Thompson et al., 1994). 

Les moyens de selection resistance / sensibilile des plantes aux potyvirus, constitues par 
35 des sequences d'acides amines, sont de prefdrence utilises comme cibles permettant le 
reperage. 11 s'agit alors de moyens de selection indirects qui sous-tendent la mise en ceuvre 
de sondes specifiques de ces cibles peptidiques. Ces sondes sont avantageusement des 
anticorps qui constituent un autre objet de la presente invention. Ainsi, lesdits anticorps 
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sont caracterises en ce qu'ils sont specifiquement diriges contre tout ou partie d'un au 
moins des produits de traduction C, ct plus particulierement des sequences d'acides 
amines SEQ ID N° 5 a 8. 

Ces anticorps peuvent etre monoclonaux ou polyclonaux. 

5 

Les anticorps contre les polypeptides tels que definis ci-dessus peuvent etre prepares selon 
les techniques classiques bien connues de rhomme de metier (par exemple, Kohler et 
Milstein, 1975 ; Kozbor et al. 1983, Martineau et al., 1998). Un anticorps selon l'invention 
pourra comprendre un marqueur detectable isotopique ou non isotopique, par exemple 
10 fluorescent, ou encore etre couple a une molecule telle que la biotine selon des techniques 
bien connues de l'homme de metier. 

Un autre volet de l'invention a trait aux moyens de selection formes par des sondes pour la 
detection de plantes resistantes a au moins un potyvirus, ces sondes etant prises en elles- 
15 memes. 

On definit dans ce volet des sondes pour la detection de plantes resistantes a au moins un 
potyvirus. 

Une premiere categorie de sondes est caracterisee en ce que cbaque sonde comprend au 
20 moins une sequence correspondant a tout ou partie des SEQ ID n° 1,3, 4, 17 et 18. 

Au sein de cettc premiere categorie, les sondes comprenant au moins une sequence 

correspondant a tout ou partie de SEQ ID n°l, 3, 4 sont tout specialement preferees. 

Ces sondes sont utilisees pour distinguer les plantes resistantes et sensibles apres digestion 

par une enzyme, de preference 1 'enzyme EcoRI. La distinction entre les plantes sensibles 
25 et les plantes resistantes se fait par la difference de taille des fragments hybrides. 

Ces sondes sont a rapprocher du deuxieme mode de mise en aeuvre du precede selon 

l'invention, tel que defini ci-dessus. 

SEQ ID N° 3 est une sonde de sensibilite issue du piment Yolo Wonder. Elle se distingue 
30 de SEQ ID N° 4, qui est une sonde de resistance issue du piment Yolo Y, par deux bases 
nucleotidiques . Ces mutations montrees sur SEQ ID N° 3 & 4, correspondent aux sites de 
restriction TspRI pour SEQ ID N° 3 et Mnvl pour SEQ ID N° 4, marquant respectivement 
la sensibilite aux potyvirus dans Yolo Wonder et la resistance aux potyvirus dans Yolo Y. 

35 Une seconde categorie de sondes de ce premier groupe permet de realiser un autre precede 
de selection conforme au premier mode de mise en oeuvre du precede selon l'invention, tel 
que defini ci-dessus. Selon ce premier mode, une amplification par PCR de la sequence 
eIF4E est tout d'abord effectuee. L'amplification est suivie d'une digestion selective par 
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une enzyme de restriction. Les sondes qui interviennent sont done de deux types : 
enzyme(s) de restriction et amorce(s) PCR permettant d'amplifier la sequence eIF4E. 

Une telle sonde est caracterisee en ce qu'elle comprend: 
5 ■ au moins une enzyme de restriction, apte a reagir avec un site de 

restriction inclus dans une sequence nucleotidique codant pour le 
gene du facteur eIF4E ; 
■ et/ou au moins une sequence-amorce nucleotidique permettant 
d'amplifier cette sequence nucleotidique codant pour le gene du 
10 facteur eIF4E. 

Selon une premiere forme de realisation de cette sonde, correspondant au cas ou la 
sdquence nucleotidique cible codant pour le gene du facteur eIF4E , est SEQ ID N° 3 : 

^ 1' enzyme de restriction est TspRI, correspondant de preference a 
15 une sequence sens: NNCASTGNN A et antisens : A NNGTSACNN; 

et la sequence-amorce correspond a tout ou partie d'une sequence 
choisic dans le groupe comprenant : 

♦ SEQ ID n° 17 

♦ SEQ ID n° 18. 

20 Cette sonde est rcv61atrice de la sensibilitd de la plante testee aux potyvirus. 

Selon une deuxieme forme de realisation de cette sonde, correspondant au cas oil la 
sequence nucleotidique cible codant pour le gene du facteur eIF4E , est SEQ ID N°4 : 

l'enzyme de restriction est Mvnl, correspondant de preference a une 
25 sequence sens : CG A CG et antisens : GC A GC; 

et la sequence-amorce correspond a tout ou partie d'une sequence 
choisie dans le groupe comprenant : 

♦ SEQ ID n° 17 

♦ SEQ ID n° 18. 

30 

Cette sonde est revelatrice de la resistance de la plante testee aux potyvirus. 
Naturellement, l'invention vise egalement les isoschizomeres de ces enzymes de 

35 

Les sondes enzymatiques Mvnl et/ou TspRI de detection de la resistance aux potyvirus, 
sont celles qui sont preferees conformement a l'invention. 
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Une troisieme categorie de sondes de resistance est caracterisee en ce que chaque sonde 
comprend au raoins un anticorps specifique de tout ou partie de la sequence suivante 
SEQ ID N° 8. 

5 L'invention conceme egalement des sondes de sensibilite aux potyvirus, constitutes 
chacune par au moins une sequence d'acides amines choisie dans Ie groupe comprenant 
tout ou partie des sequences suivantes : 

♦ SEQ ID N° 5 

♦ SEQ ID N° 6 
10 ♦ SEQ ID N° 7 

♦ SEQ ID N" 8. 

De preference, chaque sonde susvisee est pourvue d'au moins un marqueur, utile comme 
temoin de ("hybridation nucleotidique ou l'appariement antigene/anticorps au coeur de la 

15 detection de ia sequence sensible. 

Avantageusement, ce marqueur est detectable par moyens spectroscopiques, 
photochimiques, biochimiques, immunochimiques ou encore chimiques. Par exemple un 
tel marqueur peut consister en un isotope radioactif de }2 P, 3 H, en une molecule 
fluorescent* (5-bromodeoxyuridine, fluoresceine, acetylaminofiuorene) ou encore en un 

20 ligand tel que la biotine. 

Concernant plus specialement les sondes nucleotidiques, leur marquage est fait de 
preference par incorporation de molecules marquees au sein des polynucleotides par 
extension d'amorces ou bien par ajout sur les extremites 3' ou 5'. 

25 De maniere pref6rentielle, les sequences utiiisecs pour detecter les plantes resistantes aux 
potyvirus sont utilisees en tant que sonde ou amorce. 

II va de soi que toutes les sondes susvisees ne sont pas limitees strictement aux sequences 
designees, mais englobe tous les equivalents constitues notamment par les sequences 
30 similaires conservant la fonction incriminee et telles que definies ci-dessus. 

L'homme du metier connatt parfaitement les differentes methodes de preparation de 
sondes et d'amorces, y compris par clonage et par Taction d'enzymes de restriction, ou 
encore par synthese chimique directe selon des techniques telles que la methode au 
35 phosphodiester de Brown et al. (1979) ou la technique de support solide decrite dans le 
brevet europeen N° EP 0707592. Les acides nucleiques des sequences, particulierement 
des sequences SEQ ID N° 1 a 4, objets de l'invention peuvent etre marquis, si desire, en 
incorporant une molecule ou un marqueur detectable comme expose ci-dessus. Des 
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excmples de marquage non radio-actifs de fragments d'acides nucleiques sont decrits 
notamment dans lc brevet francais N° FR 78 10 975 ou encore dans les articles de Urdea 
et al.,(l 988) ou Sanchez-Pescador et at. (1 988). 

5 Selon un autre de ses aspects, la presente invention conceme l'utilisation des sondes 
defmies ci-dessus pour la detection de plantes resistantes/ sensibles a au moins un 

Conformement a l'invention, on met en oeuvre en tant que repere(s) oligonucleotidique(s) 
10 de resistance/sensibilite aux potyvirus, les sites de restriction Mvnl et/ou TspRI, au 
demeurant connus, des sequences eIF4E. 

De preference, les sites de restriction utilises comme repere(s) oligonucleotidique(s) 
correspondent : 

• a la sequence sens : CCTCG et a la sequence antisens : GC"GC 
15 • et/ou a la sequence sens: NNCASTGNK A et a la sequence antisens : 

A NNGTSACNN. 

Sexploitation de ces sites de restriction comme reperes (ou marques ou etiquettes) de 
resistance aux potyvirus sur des sequences cxprimees, est a rapprocher du premier mode 
de mise en osuvre du precede de detection sus-decrit, dans lequel on a recours a des sondes 
20 enzymatiques de restriction ( par exemple : Mvnl et/ou TspRI ) et k des amorces 
d'amplification de la sequence eIF4E , par exemple :SEQ ID NO 17 et/ou 18. 

Eu egard a la specificite des sites de restriction Mvnl & TspRI, la presente invention 
englobe egalement l'utilisation comme repere(s) o!igonucleotidique(s) de 
25 resistance/sensibilite aux potyvirus, des susdits sites de restriction Mvnl & TspRI, et, de 
preference, du site de restriction correspondant a la sequence sens : CG A CG et a la 
sequence antisens : GC<JC et/ou du site de restriction correspondant a la sequence sens: 
NNCASTGWT et a la sequence antisens : *NNGTSACNN. 

30 Selon encore un autre de ses aspects, la presente invention concerne un kit de selection de 
plantes resistantes/ sensibles aux potyvirus comprenant au moins une sonde de type 
anticorps ou polynucleotide telle que definie supra. 

Le kit comprend le cas echeant les reactifs necessaires a la realisation d'une reaction 
d'hybridation ou d'amplification. 

35 

L'invention a egalement pour objet les plantes issues du precede ci-dessus decrit et/ou de 
la mise en ceuvre des outils et/ou de l'utilisation et/ou du kit de selection definis ci-dessus. 
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De preference, ces plantes appartiennent a ia familie des solanacees, des cucurbitacees et 
des composees. 

De maniere encore plus preferee, elles sont choisies parmi les tomates, piments et/ou la 

5 

A titre d'exemple, les inventcurs realisent le procede objet de l'invention en suivant le 
protocole d'analyse RFLP (polymorphisme de longueur de fragments de restriction). Pour 
ce faire, les inventeurs ont utilises un protocole classique de RFLP dans lequel les sondes 
objets de l'invention sont marquees au 32 P et dans lequel l'ADN des plantes de piment a 
10 analyser est diger£ par I'enzyme de restriction EcoRI. A Tissue de ce procede, les 
inventeurs obtiennent des profils d'hybridation differents entre les plantes resistantes aux 
potyvirus et les plantes sensibles, permettant ainsi de selectionner les plantes sensibles ou 
resistantes. Ces dernieres pourront ensuite entrer dans un programme d'amelioration des 
plantes par croisements successifs. 

15 

L'invention ne concerne pas seulement la selection de plantes resistantes ou sensibles aux 
potyvirus. En effet, dans la mesure ou les inventeurs ont pu identifier 1c gene eIF4E 
determinant une resistance recessive aux potyvirus, il est desormais envisageable d'obtenir 
de nouvelles varietes de plantes generiquement modifiees, resistantes (ou sensibles) a au 
20 moins un potyvirus. 

L'invention conceme done un procede non biologique d'obtention de nouvelles varieuSs de 
plantes genetiquement modifiees, resistantes (ou sensibles) a au moins un potyvirus, 
caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a faire en sorte qu'apparaisse et/ou a 
introduire I'allele de resistance eIF4E audit potyvirus dans le genome de ces plantes. 

25 

Selon un mode avantageux de mise en oeuvre de cc procede, l'apparition de I'allele de 
resistance est provoquee par la mise en oeuvre d'une methode selectionnee dans le groupe 
comprenant : 
• mutagenese, avantageusement "Tilling", 
30 • recombinaison homologue, 




• "gene silencing" / transgenese, 

• et leurs combinaisons. 

35 

Les outils susceptibles d'etre mis en oeuvre dans le susdit procede non biologique 
d'obtention font egalement partie integrante de la presente invention. 
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II en est tout d'abord ainsi de toute unit£ genetique construite caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

♦ au moins un outil genetique Al et/ou B/ tel que defini supra, 

♦ et/ou au moins une sequence nucleotidique choisie dans le groupe 
5 comprenant tout ou partie des sequences suivantes : 

. SEQ ID N° 1 
. SEQ ID N° 3 
. SEQ ID N" 4 
• SEQ ID N° 19 
10 • SEQ ID N° 20 

♦ et/ou au moins une sequence nucleotidique codant pour le gene du facteur 
eIF4E et comprenant au moins un site de restriction MvnI. et/ou TspRI, et, 
de preference, au moins un site de restriction correspondant a la sequence 
sens : CG^G et a la sequence antisens : GC A GC et/ou un site de restriction 

15 correspondant a la sequence sens: NNCASTGNN A et a la sequence 

antisens : A NNGTSACNN. 

Un autre outil de transformation genetique couvert par 1'invention est constitue par tout 
vecteur de transformation de cellules vegetales comportant au moins une unite gen&ique 
20 construite telle que visee ci-dessus. II peut s'agir de tout vecteur de clonage connu et 
approprie (phages / plasmides / cosmides ). 

Les cellules vegetales et les microorganismes transformes au moyen d'au moins un vecteur 
ou d'au moins une unite genetique construite tcls que definis supra, sont egalcment visees 
25 par 1'invention. 

A un niveau superieur, 1'invention englobe les plantes transformees au moyen d'au moins 
un vecteur et/ou d'au moins une unit6 genetique construite et/ou de cellules vegetales 
transformees et/ou de microorganismes transformes, tels qu'ils ont ete decrits ci-dessus. 

30 

Lliomme du metier connait bien toutes les techniques directes ou indirectes de 
modification genetique . Des details compldmentaires sont donnes dans les exemples qui 

35 DESCRIPTION DES FIGURES 

- La Figure 1 represente le gel issu d'une analyse par southern blot et montrant les 
differences de profils du marqueur eIF4E de resistance aux potyvirus, observees 
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pour differents piments sensibles ou r6sistants. L'ADN genomique de piment est 
digere par l'enzyme EcoRI et hybride avcc le cDNA eIF4E de tabac - 
SEQ ID N° 1 - (exemple 3) 
- La Figure 2 represents le gel southern blot montrant les amplifications PCR du 
5 gene eIF4E impliqu£ dans la resistance aux potyvirus chez le piment et met en 

evidence un site de restriction Mvnl differentiel entre sensible et resistant, 
(exemple 4) 

10 EXEMPLES : 

Exemple 1 : Obtendon des sondes tomate et piment 

Les cDNA de tomate et de piment ont ete obtenus par la technique de 3' et 5' RACE 
15 (System for Rapid Amplification of cDNA Ends commercialise par la societe Invitrogen 
™) a partir de l'extraction d'ARN total de tomate et de piment et a l'aide d'amorces 
digenerees definies sur un alignement des sequences de eIF4E is tabac, tomate et 
Arabidopsis. 

La partie 3' du cDNA a ete donee par 3'RACE. Des amorces definies entre le TAG et la 
20 queue polyA des sequences obtenues par 3 'RACE ont ete utilisees pour obtenir les cDNA 
complets par 5' RACE. 

Amorces utilisees pour les deux etapes de !a 3' RACE : 

Etape 1 : TCTAGATACAAYAATATCCAYCACCCAAGCAA = SEQ ID N° 9 
25 Etape 2 : TCTAGATGGGRGCAGACTTTCAYTGTTT= SEQ ID N° 10 

Amorces utilisees pour les trois etapes de la 5'RACE : 



TABLEAU 1 







Tomate 


Etape 1 


GTA TGA GAA ACT AAA CTA = 
SEQ ID N" 1 1 


AAA TGA GAA ACT AAA CTA = 
SEQ IDN° 14 


Etape 2 


CAA CTT TTC AGT ACG AAT TGT GTT 
T = SEQ IDN° 12 


CTT TCC AGT ACG AAT TGT GTT TCT 
T - SEQ ID N° 15 


Etape 3 


TCC GAC ATT GCA TCA AGA ATT ATA 
C = SEQID N»13 


CTG CAT CAA GAA CTA TAC GGT GTA 
A = SEQ ID N°16 



30 
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Exemple 2 Test d'hybridation et dc selection des plantes resistantes aux potyvirus 
(resistance controlee par le locus pvr2/pvrl/pvrS) 

1- Extraction de 1'ADN des plantes a analyser 

L' extraction de l'ADN des plantes (Solanacees, Cucurbitacees, Cruciieres et Composees) 
5 suit Ies protocole d'extraction standard basee sur le protocole de micro-extraction d'ADN 
de Fulton et Tanksley, 1995 

2- Digestion de l'ADN et separation sur gel d'agarose 

Le protocole suivi utilise 2,5U d'enzyme / ug d'ADN. Le volume enzymatique doit etre 
10 inferieur a 10% du volume reactionnel. Le volume reactionnel est calcule en fonction de la 
taille du puits : il depend du type de cuve et de peigne utilises et du volume du gel (300ml 
en general). Le volume du tampon specifique de Tenzyme et de spermidine doivent 
representer chacun 10% du volume reactionnel : 

- x ul ADN 
15 -IX tampon 

- IX spermidine (4 mM) 

- 2.5 U d'enzyme / ug d'ADN 

- qsp H20 volume reactionnel 

La digestion est realisee a 37°C toute la nuit. En parallele, sont prepares des echantillons 
20 de phages X digeres par Hind III : 0,5ug / puits. Apres digestion, la bonne digestion des 
ADN est verifiee sur gel d'agarose 1%, TAE IX avec 1 ul de produit de digestion. Si la 
digestion est correcte, le tampon de charge est alors ajoute\ Le tampon de charge doit 
representer au minimum 10% du volume total (ou 20%). Le depot est alors effectue sur un 
gel de 300ml, NEB IX, 1% d'agarose contenant lOul de BET. La migration se fait a 25V 
25 pendant 24h dans du tampon NEB IX (arret de la migration a 2 cm du bord du gel). 

3- Transfert sur membrane de nylon 

Une membrane Hybond N+ et 1 papier Wattman a la taille du gel sont decoupes. 
Dans une cuve plate contenant 1L HCI 0,25N, le gel est mis a tremper 30 min. sous 
30 agitation (le bleu devient jaune). 

Pendant ce temps, le blotteur est prepare en : 

- mouillant une feuille de papier Wattman dans du SSC 2X et en la placant sur la 
plaque poreuse du blotteur. 

- puis en mouillant la membrane et en la placant sur le Wattman qui sera recouvert 
35 par le cache plastique. 

Le gel est rinc6 dans une cuve contenant de PH 2 0 distillee, puis place sur le cache du 
blotteur en evitant les bulles et en verifiant Petancbeit6 du systeme. Le blotteur est mis en 
route a 50 mb max. 



20 



Un peu de soude 0,4N est versee sur le gel. Deux eponges imbibees de soude sont placees 
sur le gel qui sera recouvert de soude jusqu'a saturation. 

Le Iransfert s'effectue en 2h a 3h. Les membranes sont rincees dans un bain de SSC 2X 
durant 10 a 15 min puis sechees a Pair libre et cuites 2h a &0°C. 

4- Preparation des sondes 
La preparation des sondes par marquage PCR au 32 P concerne des sondes de 3 kb 
maximum, amplifies par PCR ou directement sur plasmides, permettant de reveler les 
bandes majeures pour une sonde, de concentration entre 1 et 5 ng/ul 

TABLEAU 2 

Concentration finale 

H20 25,6 ul 

TpPromegalOX 4 ul IX 

MgC12 Promega 2,4 ul 

Mix (ATG 50 uM+dCTP 5uM)* 2 ul ATG 2,5uM ; dCTP 0,25 uM 

Taq 2U/fil 1 u ] 

Primer (5pM) 1 

32P-dCTP ( 1 OOOCi/mmolc, 1 OuCi/ul) 3 ul 



ADN sonde 



Volume reactionnel final 40 ul 

* : Mix (ATG 50uM+dCTPSuM) pour marquage des sondes RFLP par PCR 

Dilution de dATP, dTTP, dGTP a 10 mM, a partir des solutions meres a lOOmM. 
5 ul dNTP a lOOmM 
45ul H 2 0 

Dilution de dCTP a 1 mM, a partir de la solution mere a 100 mM. 
0,5ul dCTP a 100 mM 
49,5 ul H 2 0 

Mix ATG + dCTP : 

2,5 ul dATP a 1 0 mM concentration finale : 50uM 

2,5 ul dTTP a 10 mM concentration finale : 50uM 

2,5 ul dGTP a 1 0 mM concentration finale : 50uM 

2,5 ul dCTP a 1 mM concentration finale : 5uM 

490 ul H 2 Q 
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Le marquage des sondes se fait au cours de 30 cycles PCR de: 

- 30 s a 94°C 

- 45 s a 52 °C 

- 1 min 30 a 72 "C 

5 

Une fois marquees, les sondes sont ensuite denaturees selon !e protocole suivant : 

- ajouter chaque sonde dans un tube contenant 1 60 ul de NaOH 0,8 N + 2 a 5 fxl 
de Lambda marqui (par random priming) 

- incuber 5 min 

10 - neutraliseravec 200 ulde TrisHCI 1M 

5- Hybridation 

Protocole d'apres Church et Gilbert, (1984) 

15 a- Prehybridation a 65°C toute la nuit 

On utilise 20 ml de tampon d'hybridation* par tube pour 2 a 6 demi blots. 25 ml de 
tampon au dela, sans depasser 10 demi blots par tube. 

Les membranes sont humidifies dans une boite contenant du tampon d'hybridation avant 
d'etre legerement egouttees puis roulees (toutes ensemble) et mises dans le tube. 
20 Verifier pendant la prehybridation que les tubes sont etanches et que les membranes se 
deroulent bien, sinon les changer de sens. 

•composition du tampon de pre hybridation et d'hybridation : 

Pour 500 mL : 21,91 g NaCl; 18,38 gNa Citrate; 380 mL H20; 15 mL SDS 20%; 25 mL 
25 NaP04 1M pH 7,5; 25 mL Denhardt 100X; 5 mL EDTA 0.25M; 50 mL Dextran sulfate 
50%. 

b. Hybridation a 65°C au moins 16 heures 
On laisse decroTtre la temperature des tubes avant de les ouvrir pour eviter de mouiller le 
30 pas de vis. 

On ajoute la sonde denaturee (5 min dans NaOH 0,8 M puis arret de la denaturation Tris- 
HCI 1M). 

Dans ces conditions, l'hybridation peut durer 48 ou 72 heures. 

35 c. Lavages 

Les boites (ou bac) sont lavees dans un large exces de tampon (1% SDS (Serva) 40mM 
NaPi prechauffe a 65°C. 
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Pour environ 5-10 demi membranes. : 

- 1 lavage de 20 min. a 65°C sous agitation. Pour laver, transferer membrane par 
membrane dans un nouveau bac contenant le tampon prechauffe. Les tampons 
de lavage radioactifs (au moins les 2 premiers) sont verses dans un bidon prevu 

5 a cet effet 

- 1 rincage de 2-3 min. dans un tampon neuf cbauffe a 65°C. 

d. Exposition 

Les membranes sont essorees sur un lit de papier absorbant constitue d^in champ de papier 
10 bleu recouvert de papier blanc type rouleau de Tork ; elles ne doivent pas secher. Elles 
sont ensuite mises dans des pochettes plastiques pour I'exposition, placees dans une 
cassette avec 1 ecran intensificateur. 

Selon le signal mesure au compteur Geiger, elles sont exposees a -80°C de une nuit a 
quelques jours. 

15 

e. Deshybridation dcs membranes avant rehybridation 

Les membranes sont deshybridees dans une solution 0,1% SDS 1 mM EDTA chauffee a 
80°C (1 litre pour 40 demi -membranes) pendant 20 min a temp6rature ambiante. Les 
membranes sont ensuite rincees 10 min dans une solution 2X SSC. Enfin, les membranes 
20 sont essorees puis stockees humides dans des pochettes en plastique a 4°C. 



Exemple 3 : Verification que les plantes selectionnees par le biais de la sonde sont 
resistances aux pot> virus (test d'infection chez le piment et la tomate) 

25 

Le materiel viral employe dans ces tests d'infection sont les isolate N-605 du PVY 
obtenus a partir de Solatium tuberosum (Jakab et at., 1997), ou PVY-LYE84, ou PVY- 
LYE240r pour la tomate (Legnani el al., 1995) et les isolats PVY-To72, PVY-Sil5 pour le 
piment (Dogimont et al., 1996) ainsi que I'isolat CAA-10 du TEV (Legnani et al, 1996). 

30 Le meme protocole est utilise pour tous les autres isolats de PVY et de TEV qui sont 
controles par les locus pvr2/pvrl/pvr5 etfou pot- 1. Les isolats sont maintenus selon la 
procedure Bos (Bos, 1969) et multiplies sur des plants de Nicotiana tabacum cv. Xanthii 
avant inoculation des plantes de tomate ou de piment au stade cotyledons a deux feuilles 
etalees. L'inoculum viral est preparf comme decrit dans les articles de Legnani et al. 

35 (1995, 1996) et de Dogimont et al. (1996). Les cotyledons et les deux premieres feuilles 
des plantes sont inocules mecaniquement. Les lignees sont evaluees sous conditions 
contrdlees en chambre de culture (14 heures de jour, 18°C nuit et 24°C jour) pour suivre 
leur reaction apres inoculation. 4 semaines apres inoculation, toutes les plantes sont 
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evaluees individuellement pour !a presence ou l'absence de Fantigene de capside du PVY 
ou du TEV par test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) comme decrit par 
Legnani el al., (1995, 1996) et Dogimont et al. (1996). D'autres protocoles parfaitement 
connus de l'homme du metier peuvent egalement etre utilises pour l'inoculation mecanique 
5 de poty virus aux plantes. 

Le gel presente en Figure 1 annexee montre la difference de profils observee entre le 
marqueur eIF4E et la resistance aux potyvirus controlee par le locus pvr2. Cette co- 
segregation complete entre la resistance aux potyvirus et une copie du gene eIF4E a Hi 
10 observee sur une descendance en segregation de plus de 500 plantes. 

L'ADN genomique de piment est digere par 1'enzyme EcoRl et hybride avec le cDNA 
eIF4E de tabac - SEQ ID N° 1 - (les memes profils RFLP sont obtenus par hybridation 
avec le cDNA tomate -SEQ ID N° 2- et le cDNA piment -SEQ ID N° 3-). 
15 Les plantes sensibles (S) possedent le fragment de restriction a 7 kb "bas" alors que les 
plantes resistantes (R) possedent les fragment de restriction a 7kb "haut". Les plantes 
heterozygous (Hf) presentent les deux fragment de restriction et sont sensibles (car gene 

20 

Exemple 4 : Mise en evidence de sites de restriction differentiels entre les copies de 
elF4E d'un genotype dc piment sensible aux potyvirus et d'un genotype resistant. 

Par les techniques de sequencage classique, des mutations ponctuclles entre le gene eIF4E 
25 de la variete de piment "Yolo Wonder" (sensible au potyvirus et porteuse de l'allele pvr2 + ) 
et celui de la variete de piment "Yolo Y" (resistant aux potyvirus et porteur de l'allele 
pvr2') ont ete mise en evidence. Ainsi, en position 200, la sequence SEQ ID N° 3 codante 
du eIF4E dans Yolo Wonder presente un T tandis que la sequence SEQ ID N° 4 codante 
du eIF4E dans Yolo Y presente un A. De la meme facon en position 236, la sequence 
30 codante de Yolo Wonder presente un T tandis que la sequence codante de Yolo Y presente 
unG. 

La premiere mutation ponctuelle correspond a un site de restriction TspRI (ou ses 
isoschizomeres) existant uniquement chez Yolo Wonder. Ce site de restriction differentiel 
35 a ete valide par PCR sur le cDNA de Yolo Wonder et Yolo Y: definition d'amorces en 5' 
et en 3' du cDNA et digestion de l'amplifiat PCR par 1'enzyme TspRI . 
(Meme protocole que ci-dessous pour 1'enzyme Mvnl sauf que la digestion se fait a 70°C 
pour cette enzyme). 
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La seconde mutation ponctuelle correspond a un site de restriction Mvnl (ou ses 
isoschizomeres) existant uniquement chez Yolo Y. Ce site de restriction differentiel a ete 
valide par PCR sur le cDNA de Yolo Wonder et Yolo Y: definition d'amorces en 5" et en 
3' du cDNA et digestion de 1'amplifiat PCR par l'enzyme Mvnl. 
5 Reaction de PCR sur le cDNA : 



Amorce sens : AAA AGC ACA CAG CAC CAA CA = SEQ ID N° 17 
Amorce antisens : TAT TCC GAC ATT GCA TCA AGA A - SEQ ID N° 1 8 



10 TABLEAU 3 

Concentration finale 
H20 13.05 ul 

TpPromegalOX 2.5 ul IX 

MgC12 Promega 2.0 ul 

dNTP(4uM@) 1.25 jtl 

Taq 2U/uI 1 ul 

Primer (10 pM) 1 .5 de chaque ul 

cDNA (1 0ng/ul) _! 

Volume reactionnel final 25 ui 



Cycles d'amplification : 93°C - 3 min / 35 X (93°C-45 s / 53°C-1 min / 72°C-2 min) / 72°C - 
lOmin 



Digestion par l'enzyme Mvnl : 8 ul de produit PCR + 2 u d'cnzyme + 1,3 ul tampon de 
l'enzyme + 13,5 ul H20 2h a 37°C. Migration sur gel d 'agarose 1 ,2% TAE IX. 
Le gel southern blot presente en Figure 2 annexee montre les amplifications PCR du gine 
15 eIF4E implique dans la resistance aux potyvirus chez le piment et met en evidence un site 
de restriction Mvnl differentiel entre sensible et resistant. 



Bandel : 

• amplifiat PCR du gene eW4E du piment Yolo Wonder sensible (S) au potyvirus - 
20 allele pvr2+- 

• et absence de digestion enzymatique par Mvnl. 

• amplifiat PCR du gene eIF4E du piment Yolo Y resistant (R) au potyvirus - allele 
25 pvr2' 

• et mise en evidence du site de restriction Mvnl. 
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Bande 3 : 
• Marqueur de taille 1 kb ladder 

Exemple 5 : Mise en evidence de la syntenie entre piment et tomate pour les genes 
5 recessifs de resistance aux potyvirus (gene pot-1 chcz la tomate et locus pvr2 chez le 
piment) 

Cinq genes majeurs et plusieurs QTL impliques dans la resistance aux potyvirus sont 
cartographies sur Ie genome du piment. Grace a l'utilisation de sondes RFLP communes 

10 pour cartographier le genome et grace a la forte conservation de l'ordre des marqueurs 
entre le genome de la tomate et celui du piment, les facteurs de resistance aux potyvirus du 
piment sont places sur la carte de la tomate. La localisation des loci de resistance aux 
potyvirus du piment sur les chromosomes de tomate ainsi que celle des marqueurs RFLP 
lies est recapitul6e dans le tableau 1 avec les references d'origine. Dans l'objectif d'etablir 

15 precisement la correspondance entre les regions genomiques du piment et de la tomate 
avec les genes de resistance aux potyvirus, les marqueurs RFLP TG135 et Cab3 sont 
ajoutes a la carte pre-existante de liaison genetique du piment (Lefebvre et al, soumis). 



TABLEAU 4. Genes de resistance aux Potyvirus cartographies chez le piment 
20 (Capsicum) et localisation chromosomique de ces genes sur le genome de la tomate. 



Gene 


Spectre 


Marqueurs lies b 


Position 
chromosomi 
chez la torn 


Reference 

que 
ate 




TEV, PepMoV 


TG56.TG135 


3 


Murphy etal. 1998 




PVY, TEV* 


CT31.TG132 


3 


Caranta etal. 1997 










Caranta et al., unpublished 




PepMoV 


no* 


nd c 


Murphy etal. 1998 


Pvr4 


PVY, PepMoV 


CD72.CT124 


10 


Caranta etal. 1999 










Grube et al. 2000 




PVY" 


CT31 


3 


Caranta et al., unpublished 


pvr6 


PVMV 


TG57 


9 


Caranta etal. 1996 


Pvr7 


PepMoV, PVY" 


CD72.CT124 


10 


Grube «a?.2000 



a seul le spectre general de resistance est indique pour chaque gene, certains de ces genes 
de resistance peuvent etre detoumes par des souches virulentes. 
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b les marqueurs RFLP sont obtenus en utilisant au hasard d'ADN genomique de tomate 

(TG) ou des sondes ADNc d'epiderme de feuille de tomate (CD and CT) . 
' nd = non determine 

5 Marquage AFLP et RFLP du gene pot-! (article Parrella et al, soumis 1 . M ol ecu lar P lant- 
Microbe Interactions) 

- L'ADN total est extrait a partir d'environ 1 g de feuilles frafches de plantes F2 
(Carantaeta/., 1997). 

- Les echantillons d'ADN de 6 plantes F2 (issues de l'autofecondation de l'hybride Fl 
10 entre Lycopersicon esculentum Mospomorist et L. kirsutum PI247087) (pot- 1* /pot- 1*) 

ayant genere des families F3 completement sensibles au PVY souche N 605 et les 
echantillons dADN de 9 plantes F2 ayant genere des families F3 completement resistantes 
au potyvirus sont groupes pour une analyse segregeante en masse (bulked segregeant 
analysis) et pour un etiquetage AFLP depot-!. 
15 - Les marqueurs AFLP sont generes selon le protocole de Vos et al. (1995) avec les 

enzymes de restrictions EcoRl, Hind!!!, et Msel. La premiere amplification est realisee en 
utilisant une combinaison d'amorces avec un seul nucleotide selectif et une seconde 
combinaison avec 3 nucleotides selectifs. 

- Les marqueurs AFLP li£s a pot- 1 sont cartographies sur les lignees d'introgression de 
20 L. hirsutum dans L. esculentum (Montforte and Tanksley, 2001) afin d'assigner pot-1 a un 

chromosome de la tomate. 

- L'assignation est validee par la cartographie de marqueurs RFLP localises sur le 
chromosome cible. La procedure RFLP est decrite par Saliba-Colombani et al. (2000). Le 
criblage du polymorphisme entre Lycopersicum esculentum Mospomorist (sensible aux 

25 potyvirus) et L. hirsutum PI247087 (resistant aux potyvirus) est realise avec 3 enzymes de 
restrictions (EcoRI, Hindlll et Xbal) et des marqueurs RFLP prealablement cartographids 
chez la tomate (CT, ADNc de tomate derive de l'ARNm de tissu epidermique de tomate, 
TG, clones d'ADN g6nomique de tomate ; la sonde CAB3 codant pour un polypeptide lie 
a la chlorophylle a et b, Tanksley et al ., 1992) Ce criblage permet de cartographier des 

30 marqueurs supplementaires sur le chromosome 3. 

- L'analyse de segregation pour les marqueurs moleculaires (AFLP, RFLP) et pour les 
donnees de resistance sont analyses par le logiciel Mapmaker/Exp v. 3.0 avec un Lod 
minimum de 4.0 et un pourcentage de recombinaison maximum de 0,3. Le pourcentage de 
recombinaison est alors converti en distance de cartographie en centiMorgans (cM) en 

35 utilisant la fonction de cartographie Kosambi (Kosambi, 1944). 
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Ces resultats ont permis de localiser le gene pot-] de resistance au PVY chez la tomate sur 
!e chromosome 3 et de montrer que ce gene etait encadre par les meme marqueurs RFLP 
que le locus pvr2 chez le piment. 

5 Cartoaraphie de eIF4E chez la tomate. 

En parallele, le cDNA eIF4E de tabac a ete cartographies par la methode RFLP decrite 
precedemment sur les lignees d'introgression de L. pennellii dans L. esculentum (Eshed 
and Zamir, 1995). Ce travail a permis de localiser 5 copies du gene eIF4E chez la tomate. 
Une de ces copies a ete localisee sur le chromosome 3, dans la meme region genomique 
10 que le gene pot-1 confirmant ainsi la syntenie entre piment et tomate pour la resistance 
aux potyvirus et par consequent la possibilite d'utiliser eIF4E comme marqueurs et outils 
de selection de la resistance. 

Le meme profil est observe lors d'une hybridation avec le cDNA de tomate (SEQ ID N° 2) 
ou de piment (SEQ ID N° 3). L'ADN genomique est digere avec EcoRV. 
15 Cette mise en evidence de syntenie entre le piment et la tomate pour les genes recessifs de 
resistance aux potyvirus" permet de dire que si eIF4E est le gene de resistance chez le 
piment, alors elF 4E est egalement le gene de resistance chez la tomate. 



20 Exempje 6 : Criblage de la banque BAC du genome du piment avec des amorces 
definies sur la sequence codante eIF4E du genotype Yolo Wonder, demonstration de 
la co-segregation avec la resistance et determination de la structure genomique du 
gene eIF4E qui co-segrege avec pvr2. 

25 Une banque BAC de piment a ete construite a partir d'une lignee haploide doublee HD208 
issue de l'hybride Fl d'un croisement entre Capsicum annuum Yolo Wonder et C. annuum 
Perennial. HD208 contient I'allele dominant de sensibilite pvr2+. 

L'ADN de haut poids moleculaire a ete extrait selon la mithode decrite dans 
http://www.ncgr.org/research/jag/papersOO/paper300/indexpage30O.html. L'ADN a 

30 ensuite ete digere partiellement et separement par trois enzymes de restriction (EcoRI, 
BamHI et Hindll!) afin d'augmenter la representativite de l'ensemble du genome. L'ADN 
digere a ete clone dans le vecteur pCUGIBACl. 
(http://www.ncgr.org/research/jag/papersOO/paper3OO/indexpage300.html) 
La banque BAC de piment est constituee de 239.232 clones avec une taille moyenne 

35 d'insert de 125kb ce qui correspond a une representativite theorique de 10 equivalents 
genome (taille du genome du piment 3000 Mpb). 

Cette banque BAC a ete organisee en 623 pools d'ADN en vue d'un criblage par PCR (1 
pool correspond au melange d'ADN de 384 clones). 
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Les amorces suivantes ont ete d6finies sur la sequence codante de eIF4E de Yolo Wonder. 
Piml : 5* AGA CTT TCA TTG TTT CAA GCA TAA 3* = SEQ ID N° 19 
Pim4 : 5' GAT TAG AAA GTG CAA ACA CCA ATA C 3' = SEQ ID N° 20 
Ce couple d'amorces amplifie sur le cDNA une bande de 493 pb et sur l'ADN genomique 
5 de HD208 une bande de 1 800 pb. 

Ce couple d'amorces a ete utilise pour cribler la banque BAC de piment. Quatre clones 
BAC ont ete identifies portant la bande de 1800 pb (Clones 27-BI, S-2H, 1 1 1-4H et 184- 
4H). 

10 Ces quatre clones BAC ont ete digeres par EcoRJ et les profils de restriction montrent 
qu'ils sont chevauchants et correspondent done bien a un meme locus. Tous les clones 
BAC revelent une bande EcoRJ de 7 kb qui a ete clone* dans un vecteur pGEM3Zf. Cette 
bande de 7kb, obtenue par digestion EcoRI correspond a celle qui co-segrege avec la 
sensibilite aux potyvirus (voir exemple 3) 

15 

(1 = clone 27-BI ; 2 =clone 5-2H ; 3 = clone 1 1 1-4H ; 4 = clone 1 84-4H) 

La presence de l'amplifiat de 1800 pb dans ce fragment de 7 kb confirme que ces quatre 
clones BAC portent le gene eIF4E correspondant au cDNA clone\ Le sequencage de cet 
20 insert de 7 kb a permis de definir la taille du gene qui est de 5500 pb et de diflnir la 
structure exon/intron : 5 exons et 4 introns (voir sequence ID N" 3). 



Exemple 7 : Experience d'expression transitoire du cDNA eIF4E de Yolo Wonder 
25 dans un genotype de piment resistant (porteur de ('allele pvr2') pour validation du 
rdle de eIF4E dans la sensibilite aux Potyvirus. 

Afin de valider I'hypothese que l'allele de sensibility pvr2+ correspond au gene eIF4E de 
Yolo Wonder, des experiences d'expression transitoire du cDNA eIF4E de Yolo Wonder 
30 via un vecteur viral PVX (Potato Virus X) (Chapman et al., 1992) sont realisees sur un 
genotype resistant Yolo Y, porteur de l'allele pvr2 ! . 

Le cDNA eIF4E issu du genotype sensible Yolo Wonder est clone de maniere orientee 
dans un vecteur d'expression PVX-CES-35S au site de clonage Claltl Sail. 
Les deux genotypes de C. armuum Yolo Wonder et Yolo Y sont sensibles au PVX : 
35 detection du virus par ELISA sur feuilles inoculees et feuilles systemiques 10 jours apres 
inoculation. 

Le genotype resistant (porteur de l'allele pvr2') Yolo Y est co-inocule avec ce plasmide 
recombinant et avec le pathotype 0 du Potato Virus Y (PVY). L'expression transitoire du 
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gene elF4E issu du genotype sensible Yolo Wonder via le vecteur PVX recombinant 
permet au PVY de se multiplier dans le genotype resistant. Le PVY est detecte par la 
methode ELISA ou RT-PCR (Legnani et al., 1995, 1996, Dogimont et al„ 1996). 

5 

Exemple 8 : Recherche de mutants dans le gene eIF4E et dans les genes du complexe 
d'initiation de la traduction des ARN pour la creation de plantes resistantes aux 
poty virus, 

10 Les membres de la famille multi-genique elF4E appartiennent a un complexe d'au moins 8 
prolines formant le complexe d'initiation de la traduction dans les cellules eucaryotes 
(Browning 1996). 

L'identification et la caracterisation de mutants dans eJF4E et dans les autres genes du 
complexe d'initiation de la traduction pour la creation de plantes resistantes aux potyvirus 
15 se deroule en 4 etapes et utilise un systeme de TILLING (Targeting Induced Local Lesions 
IN Genomes McCallum et al., 2000) : 

(1) Generation d'une collection de mutants de tomate par mutagenese chimique. Le 
genotype choisi est une microtomate, Lycopersicum esculentum Microtom qui presente 
des caracteristiques biologiques interessantes (Meissner et al., 2000) : sensible aux 

20 potyvirus (PVY, TEV et PVMV), croissance a haute density (1000 plantes/m2) et temps 
de generation de 3-4 mois. Les mutations sont obtenues par mutagenese chimique a 
1'ethyl-methane sulfonate (EMS) (Koomneef et al., 1982) : mutagenese sur 30.000 graines, 
semis des mutants et fabrication de la generation M2 a partir de 5000 plantes Ml . 

(2) Extraction d'ADN de 20 plantes par famille M2 et constitution de pools d'ADN en 3 
25 dimensions a partir d'une population de 100 000 plantes M2 (5000 families). 

(3) Amplification par PCR des genes cibles et recherche des mutations par HPLC 
denaturante. Les sequences des genes impliques dans le complexe d'initiation de la 
traduction sont disponibles sur le site http:/www.tigr.org/tdb/lgi. Les produits PCR sont 
ensuite denatures puis apparies pour permettre la formation d'heteroduplexes. Les 

30 mutations sont ensuite detectees soit par HPLC denaturante (McCallum et al., 2000) soit 
par une enzymes qui permet la defection des "mismatch" dans les heteroduplex (enzyme 
CEL1, Oleykowski et al., 1998). 

(4) Caracterisation des mutants pour evaluation de leur comportement vis-a-vis des 
potyvirus : passage d'un phenotype sensible a un phenotype resistant. La procedure 

35 d'inoculation et de detection des potyvirus (Potato virus Y, Tobacco etch virus, Pepper 
veinal mottle virus) est identique a celle decrite dans l'exemple 3. 
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Exemple 9 : Creation de plantes resistantes aux potyvirus par des methodes pouvant 
impliquer la transgenese. 

Alternativement a l'exemple 8, l'allele de resistance du gene eIF4E (identifie ici chez le 
5 piment) ou tout autre allele de eIF4E qui confere la resistance aux potyvirus (identifie a la 
base des exemples 1 a 8) peut etre transfere in planta par des methodes de type 
mutagenese dirigee (Hohn et al., 5999), recombinaison homologue (Kempin et al., 1997) 
ou par des methodes de surexpression. Dans les experiences de surexpression, l'allele 
SeIF4E qui confere la resistance est exprime sous un promoteur fort de type 35S du virus 

10 CaMV par transgenese in planta (Jones et al., 1992; Bevan 1984). 

Des plantes resistance peuvent egalement etre crees par knock-out du gene eIF4E 
endogene par des methodes de type "gene silencing" (Post Transcriptionnal Gene 
Silenciog) et l'expression simultanees par transgenese de la forme de eIF4E conferant la 
resistance aux potyvirus. Un knock-out specifique par PTGS peut-etre realise en le 

15 digerant centre le 5' UTR du gene eIF4E endogene; la forme A'eIF4E qui confere la 
resistance exprimee par transgenese ne portera pas la sequence 5' UTR du elF4E 
endogene. Cette specificitc du knock-out par PTGS centre les 5' UTR est bas6 sur les 
nouvellcs donnccs issues dc la comprehension du mecanisme de PTGS (Nishikura 2001). 
L'ensemble des protocoles decrits ci-dessus sont parfaitement connus de l'homme du 

20 metier. 
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REVENDICATIONS 



1 ) Utilisation d'un polynucleotide choisi parmi : 

a) un polynucleotide codant pour une proline eIF4E vegetale ; 

b) un polynucleotide complementaire du polynucleotide a) ; 

c) un fragment d'au moins 10 pb d'un polynucleotide a) ou b) ; 
pour la selection de plantes resistantes aux potyvirus. 

j., • * <■ ^^^^^'^^revendlcationl.caracterisee en ce que les plantes 
s^lectionnees font partie du groupe des solanacees, du groupe des cruciferes, du groupe des 
composees et/ou du groupe des cucurbitacees. 



rr . „ 4) Utilisation xXoa la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
proterne eIF4E est choisie parmi : 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 5 ; 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 6 ; 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 7 ; 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 8. 

5) Utilisation seton la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
polynucleotide est choisi parmi : 

- le polynucleotide de sequence SEQ ID N° 1 ; 

- le polynucleotide de sequence SEQ ID N° 2 ; 

- le polynucleotide de sequence SEQ ID N° 3 ; 

- le polynucleotide de sequence SEQ ID N° 4 ; 

ainsi que leurs complementary, ou les fragments d'au moins 10 pb desdits 
polynucleotides ou complementaires. 

6) Precede de selection de plantes resistantes aux potyvirus, caractense 

en ce que : 

- on digere 1'ADN extrait d'une plante a tester par une enzyme de restriction appropriee • 

- on denature I'ADN digere, 

- on met ledit ADN denature en presence d'une sonde constitute par un polynucleotide tel 
que defim dans une quelconque des revetidications 1 ou 5, prealablement pourvu d'au 
moms un marqueur, de facon a reaUser lliybridation entre ledit polynucleotide et ledit 

- on elimine I'ADN et la sonde non hybrides ; 

- on revele l'hybridation a l'aide du marqueur, 

- on selections les plantes qui possedent un profil d'hybridation correspondant a la co- 
segregation de la cible hybridee avec la sonde marquee et de 1'allele de resistance ou de 
sensibwte, la distmction entre les plantes sensibles et les plantes resistantes se faisant par 

x de taille des fragments hybrides. 

7) Precede selon la revendication 6, caracterisi en ce que l'enzyme de 
unhsee est EcoRI. 

8) Precede de selection de plantes resistantes aux potyvirus. caracterise 

enceque: 

- on amplifie par PCR la sequence codante du gene eIF4E, a partir de I'ADN de la plante a 

- on digdre le produit d'amplification avec une enzyme de restriction appropriee ■ 



et on sdectionne les plantes resistantes ou sensible* selon le profii de restriction dudit 
produrt d amplification. 

9) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que les plantes 
seniles aux potyvirus sont detectees par un profii de restriction faisant apparaltre la 
presence d un site de coupure par l'enzyme TspRJ ou I'un de ses isoschizomeres et les 
plantes resistantes aux potyvirus sont detectees par un profii de restriction faisant 
apparaitre : 1'absence dudit site de coupure par TspRJ ou I'un de ses isoschizomeres et la 
presence d un site de coupure par l'enzyme Mvnl ou I'un de ses isoschizomeres. 

10) Procede selon une quelconque des revendications 8 ou 9, caracterise 
en ce que I amplification par PCR de la sequence codante du gene eIF4E, est effectuee en 
utihsant comme amorces les oligonucleotides SEQ ID N° 17 et SEQ ID N° 18. 

1 1) Polynucleotide codant pour une proteine eIF4E de plante, caracterise 
en ce qu'U est choisi dans le groupe defini par les sequences suivantes • 

- SEQ ID N° 1 
-SEQEDNM 
-SEQIDN°4 

iv-t, 12) Pol y nuclcotide uulisable comme amorce pour Pamplification par 

PCR d une sequence codant pour une proteine eJF4E de plante, caracterise en ce qu'il est 
choisi dans le groupe defini par les sequences suivantes : 
SEQ ID N° 17 
SEQ ID N" 18. 

13) Kit pour la raise en oeuvre d'un procede selon la revendicalion 8 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- une paire d'amorces permettant ('amplification de la sequence codante d'un gene eIF4E 
de plante ; 

- une enzyme de restriction reconnaissant un site inclus dans ladite sequence codante. 

1 4) Kit selon la revendication 13, caracterise en ce qu'il comprend - 

- une paire d'amorces definies par les sequences SEQ ID N° 17 et SEQ ID N° 18 ; 

- au moins une enzyme de restriction choisie parmi TspRJ ou I'un de ses isoschizomeres et 
AfVn/ou I'un de ses isoschizomeres. 

15) Utilisation d'un site de restriction par Mvnl correspondant de 
preference a la sequence sens : CC^CG et a la sequence anlisens : GC-XtC, et/ou d'un site 
de restriction par TspRJ correspondant de preference a la sequence sens: NNCASTGNN A 



et a la sequence antisens : A NNGTSACNN, <: 



le marqueur<s) oligonucleotidique(s) de 



resistance ou de sensibility aux potyvirus. 

16) Utilisation d'un polypeptide choisi parmi : 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 5 ; 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 6 ; 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 7 ; 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 8 ; 

ou d'un anticorps specifique d'un desdits polypeptides, pour la selection de plantes 
resistantes aux potyvirus. 

17) Polypeptide choisi parmi : 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 5 ; 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 7 ; 

- le polypeptide de sequence SEQ ID N° 8 ; 

18) Anticorps specifiquemeot diriges contre un polypeptide selon la 
revendication 17, ou un fragment d'au moins 6 acides amines dudit polypeptide. 



19) Precede non biologique d'obterition de plantes re 

un potyvirus caracterise- en ce qu'il comprend I'introduction de I'allele du Viae eIF4E 
associe a la resistance audit potyvirus dans le genome desdites plantes. 
j ,u, j , 20) Proc<5d<5 seIon la revendication 19, caracterise en ce que l'apparition 
de 1 allele de resistance est provoquee par la rruse en oeuvre d'une methode selection^ 
dans le groupe comprenant : 

mutagenese, avantageusement "Tilling", 

recombinaison homologue, 



insertion/deletion, 
"gene silencing" / transgdnese, 
- et leurs combinaisons. 

21) Unite genetique construite, caractejisee en ce qu'elle comprend au 
morns un polynucleotide tel que defini dans une quelconque des revendications 1 ou 5. 

22) Vecteur de transformation de cellules vegetales caracterise en ce 
qu'il comporte au moins une unite g<5netique selon la revendication 21 . 

23) Cellules vegetales transfoimees au moyen d'au moins un vecteur 
selon la revendication 22 ou d'au moins une unite genetique selon la revendication 21. 

24) Microorganismes transformed au moyen d'au moins un vecteur selon 
la revendication 22 ou d'au moins une unite genetique selon la revendication 2 1 . 

25) Plantes transformees au moyen d'au moins un vecteur selon la 
22 ou d'au moins une unite genetique selon la revendication 21. 
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LISTAGE DES SEQUENCES 




aggggtaaat ctgatacctg ctggctgtat acgctgcfcgg ctatgottgg agaacaattt 
gactgcggag atgaaatttg tggagetgtt afcfcaatgfcfcc gagttagaca agaaaaaata 



= tggattacaa tgacteggtt ggctttatat ttcatgatga tgcaaagaag 780 

otagacagag cfcgccaagaa tcgttactct gtgtagttct atcgttacaa taggaattgt 840 

gaacgaeaca gtcactgaga agcagtcacc tgtggctgcc tgttttgaec gcttacattg 900 

gtafcfccacag ttttcataag gaaatttgtt tggttttgaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 960 



<210> 2 
<»1> 696 
<212> cm 



<222> (1) . . (6«X) 

<223> K* d' accession AF 259801 g«nbauk 



oageag ctgaaatgga gagaacgatg tcgtttgatg eagctgagaa gttgaaggcc 



tcaaatgata cggcatcgta tttagggaaa gaaatcacag tgaageatcc attggagcat 
toatggactt tttggtttga t 



tcacttcgaa atgtctacac tttctccact gttgaaaatt tttggggtgc ttacaataat 
atooatoacc oaagcaagtt aattatggga gcagactttc attgttttaa gcaeaaaatt 
gagccaaagt gggaagatcc tgeatgegcc aatggaggga cgtggaaaat gagtttttcg 420 



t gttagtgtcc g 

gctttgtgga ccaagaatgc tgcaaaegaa acagctcagg ttagcattgg taagcaatgg 
aagcagtttc tagattacag tgattcggtt ggcttcatat ttcacgacga tgcaaagagg 



<210> 
<212> : 




<222> <27S)..<«44) 

Gtaotype Yolo Wondar poitwir de l«all*la dominant da aansibilite 
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<222> (445).. (S70) 

<223> Sequence eodante gene eIF4B 

Genotype Yolo Wonder porteur do 1' allele dominant de aenaibilitS 



<222> (571).. (636) 

<223> Sequence eodante gene eIF4B 

Genotype Yolo Wonder porteur de l< allele dominant de aenaibilite 




<223> Eequeac. eodante gene eXF4B 

Genotype Yolo Wonder porteur de 1- allele dominant de aenaibilit* 




aacgtctaca ctttctecac tgttgaagat ttttggggtg cttacaataa tatccaccac 300 



ccaagcaagt tagttgtggg agcagactta cattgtttca agcataaaat tgagcoaaag 360 




<223> Sequence codante gene «IHH 

Genotype Yolo Y porteur da 1' allele da resistance pvr21 

<220> 

<221> Bxon 

<222> (279).. (444) 

<223> Sequence codante gene eIF4I 

Genotype Yolo Y porteur de 1' allele de resistance pvr21 



<223> sequence codante gene tiriE 

Genotype Yolo Y potteur de 1' allele de resistance pvr21 



(S71)..(636> 

Seijuence eodante gene «IF4K 

Qinotypa Yolo Y portaur da 1' allele da resistance pTrr21 





<222> (236).. (236) 

<323> ESijutECa eodante gena eIMB 

Genotype Yolo Y portaur da l'allala da resistance pvr21 
Substitution da la thimidiue da sag id n"3 par la guanosine 




acgacgtcgt atttgagcaa agaaatagca acaaagcat 
ttctggtttg ataatccaga ggcgaaatcg aaacaagctg cttggggtag c( 



ccaagcaagt tagttgtggg agcagactta cattgtttca agcataaaae t 



tctgatacca gctggctata tacgctgctt gcaatgattg gacatoaatt cgatcatgaa 480 

gatgaaattt gtggagcagt agttagtgte agaggtaagg gagaaaaaat atctttgtgg 540 

accaagaaeg ctgcaaatga aacggctcag gttagcattg gtaagcaatg gaagcagttt 600 

ctggattaca gcgacagtge tggcetcata tttcaegacg atgcaaagag gctcgacaga 660 



U)..(222) 

d'acldoo aminaa iaaua do la traduction de la sequence 



31u Lye Pro Val Sar Lou Glu Glu Bar Iiya T 



Han Tnr Arg Glu Val Glu Glu Glu Gly Glu I 



u Gly Aan Pro Sar Hat Ala Met Lys His Ala 



r Trp Thr phe Trp Phe Aap Aan Pro Ser Gly Lya E 



j> Sly Bar Sar Ila Arg Pro Ila Tyr Thr Pha Ser 



7al Glu Aap Pha Trp Sar Val Tyr Aan A 



Lya Leu Ala Val a 



% Cym Phe Lya Aan Lya I 



1 Cya Ala Aan Sly Gly Lya Trp Thr Met 



Ser Pha Ser Arg Gly Lya Ser Aap Thr Cya Trp Leu Tyr T 



Ala Met lie Gly Glu Gin Phe Aap Cya Gly Aap Glu He Cya Gly Ala 



Val He Asn Val Arg Val Arg Gin Glu Lya He Ala Leu Trp Thr Arg 



a Gin Val Ser He Gly Lya Gin Trp Lys 



a Aap Tyr Aan Aap Ser Val Gly P 



Ala Lya Lya Leu Aap Arg Ala Ala Lys Aan Arg Tyr Ser Val 
210 215 220 
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<221> DOMAIN 
<222> <1)..(231) 

<223> Sequence d'acld.a amines iaaue de la traduction de la sequence 
codante aIF4B 



o Arg Thr Mat Ser Phe Aap Ala Ala Glu 



Lye Sen Lya Ala Ala Asp Oly Gly Gly Oly Olu Val Asp Asp G 



a Glu Gly Glu He Val G 



a Asp Thr Ala Ser Tyr I 



Gly Lya olu He Thr Val Lya Hia Pro Leu Glu Bis Ser Trp Thr Phe 



Ser Leu Arg Aon val Tyr Thr Phe Ser Thr Val Olu Asn Phe Trp Oly 



Ala Tyr Asn Asn I 



r Lys Leu He Met Gly A 



s Cys Phe Lys His Lys He Glu Pro Lya Trp Olu Asp Pro Val 



Cys Ala Asn Gly Gly Thr Trp Lys Met Ser Phe Ser Lys Gly Lys Ser 



Asp Thr Ser Trp Leu Tyr Thr Lou Lou Ala Mot Ilo Gly His Gin Pha 
145 ISO 155 160 



Asp Bis Gly Asp Glu lie Cys Gly Ala Vol Vol Ser Vol Artf Ala Lys 



Gly Glu Lye Ilo Ala Lou Trp Tor Lya Asn Ala A 



a Gly Lys Gin Trp Lya Gin Pha Lea Asp Tyr Sor Asp 



Ser Val Gly Pha Ilo Pha His Asp Asp Ala Lys A 



a Lys Aan Arg Tyr Thr Val 



<211> 228 



(1)..(228) 

Sequence d-acidea amines iaaue de la traduction de la sequence 
codante de eXT4B 

Genotype Xola Wonder porteur de 1« allele dominant de sonsibilitS 



Lya Val Lys Lau Ami Ala Asn Slu Ala Asp Asp Gin Val Glu Glu oly 



I Olu <Jlu Thr Asp Asp Thr Thr Sox Tyr Lou 3or Lya G 



r Lya His Pro L 



o Val Ala Lys Ser Lys a 



P Oly Bar Ser Lau Axg 



n Val Tyr Thr Phe a 



j Asp Phe Trp Gly Ala Tyr A 



r Lys Lou Val Val Gly Ala Asp Lau His Cys 



e Lys His Lys Il« Glu Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val Cys Ala Asn 



Gly Gly Thr Trp Lys Mot Sor Pho Sor Lys Oly Lys Bar Asp Thr S 



Trp Lau Tyr Thr Lou Lau Ala Mot He Gly His Gin Phe A 



Asp Glu Ila cys Oly Ala Val Val Sor Val Arg Gly Lys Gly Glu Lya 



u Trp Thr Lys Asn Ala Ala Asn Olu Thr Ala Gin Val £ 



a Gly Lys Gin Trp Lys G 



a Asp Tyr Sor Asp S 



Pho He Pho His Asp Asp Ala Lys Arg Lau Aap Arg Asn Ala Lys Asn 
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Aon lie His His Pro Ser Lya Leu Val Val Gly Ala Asp Leu His Cys 
100 105 110 

Pha Lys Bis Lys lie Glu Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val Cys Ala Asn 
US 120 125 

Gly Gly Thr Trp Lys Mat Ser Pha Ser Lys Gly Lys Ser Asp Thr Ser 
130 135 140 

Trp Leu Tyr Thr Leu Lau Ala Hat lie Gly His Gin Pha Asp His Glu 
145 150 155 160 

Asp Glu He Cys Gly Ala Val Val Ser Val Arg Gly Lys Gly Glu Lys 
165 170 17S 

He Ser Lau Trp Thr Lys Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala Qln Val Ser 
180 185 190 

He Gly Lys Gin Trp Lys Gin Pha Leu Asp Tyr Ser Asp Ser Val Gly 
1$5 200 205 

Pha He Pha His Asp Asp Ala Lys Arg Leu Asp Arg Asn Ala Lys Asn 

210 215 220 

Arg Tyr Thr Val 



<222> <1)..(28) 

<223> Amorce de sequence codante aIF4S 



<221> prijner_bind 
<222> (1)..(25) 

<223> Amorce de sequence codaata alME 
<400> 12 

caaettttca gtacgaattg tgttt 




<221> pvimerbind 
<222> <1)..(25) 

<223> Amorce de sequence codenta elMK 
<«00> 13 

tccgacattg catcaagaat tatac 



<222> (1)..(18) 

<223> Amorce da sequence codante eIF4B 




aaaagcacac agcacoaaca 



codanta eIF4 Yolo Wonder at Yolo X 



<221> prlmer_bind 
<222> (1).. (24) 

<223> Amorce Plml da sequence codanta eIF4E da X 



agactttcat tgtttcaagc a 



<222> (1)..(25) 
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